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論文内容要旨
 背景・目的
 近年,ナノテクノロジーの発展は目覚ましいものがあり,様々な分野への応用,特に医療分野
 への応用が期待されている。その技術によって作られた蛍光ナノ粒子である蛍光性量子ドット
 (quantumdot:以下Qdot)は,従来の有機系蛍光色素と比較し,蛍光強度が強い,耐光性が高
 いなどの優れた蛍光特性を持つため,今まで為しえなかった生体内での安定した蛍光イメージン
 グが可能になると考えられる。本研究の目的は,QdotをHER2発現乳癌細胞に特異的に結合す
 る抗体であるトラスツズマブで標識し,それを担癌マウスに投与してinvivOイメージングと単
 粒子追跡を行い,従来の方法では得られない高解像度での体内動態を明らかにすることである。
方法
 Qdotに,抗HER2モノクローナル抗体であるトラスツズマブを結合させて複合体(QT-
 complex)を作製する。それをHER2発現乳癌担癌ヌードマウスに投与し,非侵襲的イメージ
 ングを行う。さらに,我々が作製した高感度観察系を用いて,皮弁作製して腫瘍組織を直接観察
 し,腫瘍の3次元イメージング及びQT-complex単粒子の挙動を追跡した。
結果
 HER2発現乳癌担癌マウスモデルに,QT-complexを経静脈的に投与し,体外から非侵襲的に,
 QT-complexの腫瘍部分への集積を描出することができた。また皮弁を通して,QT-complexが
 乳癌細胞に結合している様子を,3次元的にイメージングすることが可能であった。さらに,
 QT-complex単粒子が,腫瘍血管を流れ,血管から脱出して腫瘍間質に至り,拡散運動や流れに
 乗った運動と停滞を繰り返し癌細胞に到達,細胞内に取り込まれ,核周辺に至る過程を追跡し得
 た。
考察
 蛍光ナノ粒子の持つ卓越した蛍光特性と,我々が作製した高感度観察系によって,生体内で安
 定した蛍光イメージングを行うことができ,世界で初めて蛍光単粒子の生体内追跡に成功した。
 QT-complex単粒子の腫瘍内での挙動を高解像度で観察することで,血管内では心拍出が,細胞
 間質及び細胞膜では熱エネルギーによるブラウン運動が,細胞内ではアクチンやダイニンなどの
 モーター蛋白質が関与して,停滞を含んだ遅い運動と早い運動を繰り返す“discolltinuous"な
 挙動をとっていることを明らかにした。
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 審査結果の要旨
 ナノテクノロジーによって作られた蛍光ナノ粒子である蛍光性量子ドット(quantumdot:以
 下Qdot)は,従来の有機系蛍光色素と比較し,蛍光強度が強い,耐光性が高いなどの優れた蛍
 光特性を持つため,今まで為しえなかった生体内での安定した蛍光イメージングが可能になると
 考えられている。従来の生物・医療分野で行われてきたイメージング手法としては,X線CTや
 MRI,PETなどがあり確立された優れた方法であるが,分解能では蛍光イメージング法が勝る。
 蛍光イメージングの中でも,Qdotを用いた方法が一番優れており,Qdotによる蛍光法を用い
 たinvivOイメージングは,現在のところ最高感度の手法と思われる。
 本研究では,Q⊂10tをHER2発現乳癌細胞に特異的に結合する抗体であり,分子標的治療薬と
 して臨床の場で使用されている薬剤であるトラスツズマブで標識した(以下QT-complex)。そ
 れを担癌マウスに投与して,体外からの非侵襲的蛍光癌イメージング及びIntravi七alimaging
 systemを用いた癌組織の3次元蛍光イメージングを行った。さらに生体腫瘍内でのQT-
 complexの単粒子追跡を行い,各粒子輝点の始点からの移動距離及び単位時間(60フレーム,2
 秒)当たりの速度を最小2乗法を用いて算出,それぞれの段階(血管内から細胞間質,癌細胞内)
 においてn-10以上の輝点を解析した。
 その結果,HER2発現乳癌担癌マウスモデルにQT-complexを経静脈的に投与後,体外から
 非侵襲的に,QT-complexの腫瘍部分への集積を描出した。また皮弁を通して,QT-complexが
 乳癌細胞に結合している様子を,120μm深部方向まで,3次元的にイメージングした。さらに,
 QT-complex単粒子が,速度100-600μm/sec.で腫瘍血管を流れ,約4μm/secの速度で血管か
 ら脱出し,腫瘍間質に至り,拡散運動や流れに乗った運動と停滞を繰り返し癌細胞に到達,細胞
 内に取り込まれ,最大速度600nm/sec.の直線運動にて核周辺に至る過程を追跡し得た。これら
 のQT-complex単粒子の腫瘍内での挙動が,血管内では心拍出が,細胞間質及び細胞膜では熱
 エネルギーによるブラウン運動が,細胞内ではアクチンやダイニンなどのモーター蛋白質が関与
 して,停滞を含んだ遅い運動と早い運動を繰り返す“discontinuous"な挙動をとっていること
 を明らかにした。
 本研究では,蛍光ナノ粒子の持つ卓越した蛍光特性と,独自に作製した高感度観察系を組み合
 わせることで生体内で安定した蛍光イメージングを行い,世界で初めて蛍光単粒子の生体内追跡
 に成功した。本研究を基礎として,様々な物質を結合させた蛍光ナノ粒子の生体内動態や作用機
 序を高解像度で可視化することが可能で,現在発展しているナノ医療分野に大きく貢献するもの
 と思われる。よって,本論文は博士(医学)の学位論文として十分に値する。
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